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論文内容の要旨 
 多剤耐性病原菌によって免疫不全患者に生じる感染は、世界中で問題となって
いる。緑膿菌は、致死的な人工呼吸器関連肺炎（Ventilator-associated pneumonia、
VAP）、菌血症や敗血症を引きおこす感染の主たる日和見病原菌である。加えて、
昨今の緑膿菌臨床分離株では、βラクタム、フルオロキノン、アミノグリコシド
を含む多剤薬剤耐性が認められる。 従って、抗菌剤単独で緑膿菌感染の予防・
治療を期待することが困難な状況である。 
 そこで我々は従来の抗菌剤に頼らない新しい予防的治療戦略として緑膿菌Ⅲ
型分泌システムを標的とした免疫学的アプローチを調査してきた。Ⅲ型分泌シ
ステムは緑膿菌急性肺傷害、菌血症、敗血症を誘発する主たる毒性メカニズム
である。そのⅢ型分泌装置のキャップ状タンパクである PcrV はワクチンとし
ての分子標的として重要である。我々は PcrV をブロックする抗体がⅢ型分泌
毒素の転移を阻害することを報告してきた。遺伝子組み換え PcrV による能動
免疫や抗 PcrV 抗体が致死量の緑膿菌感染を防ぐ実験結果から、ヒト化された
抗体が開発され、欧米で臨床試験が行われてきた。我々は最近、市販の免疫グ
ロブリン製剤の静注が緑膿菌感染を防ぐことや白血球減少マウスにおいても同
様の効果を報告している。最近では、健常成人 198 名の血清 PcrV 抗体価の疫
学研究を行った結果、約 10%の成人において 高い抗体価が検出された。こうし
た状況を背景に、本研究では実際に PcrV に対して抗体価の高い血清は効果的
に PcrV にブロッキングすることで、抗緑膿菌作用を発揮するのかどうかにつ
いて検討を加えた。具体的には、 マウス緑膿菌性急性肺傷害モデルを用いて、
高 PcrV抗体価および低 PcrV抗体価を持つヒト血清から抽出した免疫グロブリ
ンの抗緑膿菌作用を検討した。 
 まず先行研究である 198 名の疫学調査のうち高 PcrV 抗体価、および低 PcrV
抗体価を示したそれぞれ 10 名の血清から免疫グロブリンを抽出した。上位 10
名と下位 10 名の抗 PcrV 抗体価の平均は約 25 倍の差があった。まず始めにそ
れぞれ個々に抽出したヒト免疫グログリンの効果を検討した。これらを用いて
致死量の緑膿菌 PA103 株（1.5×106CFU/mouse）をマウス（ICR、雄）の肺内
に高力価の免疫グロブリン（high titer hu-IgG）、低力価の免疫グロブリン（low 
titer hu-IgG）、もしくはウサギ由来 PcrV ポリクローナル抗体（anti-PcrV 
rab-IgG）を経気管的に共に投与し、生存率、体温経過、肺内・血中細菌数、肺
水腫、肺組織学、肺内・血中サイトカインを解析した。なお、緑膿菌を投与し
ない群、そして緑膿菌と生食を投与したコントロール群として比較検討をした。
結果として high titer hu-IgG群では 24時間後の生存率の有意な改善を認めた。
また肺浮腫の悪化、肺内・血中細菌数、肺水腫、肺内・血中炎症性サイトカイ
ン（TNF-α、IL-β、IL-6）についても有意な減少を認めた。 
 次に高 PcrV 抗体価、および低 PcrV 抗体価それぞれ 10 名の血清から抽出し
た免疫グロブリンをそれぞれ均等に混合し、pooled high titer hu-IgG と pooled 
low titer hu-IgG を作製した。これらを用いて致死量の緑膿菌 PA103 株（1.5
×106CFU/mouse）をマウス（ICR、雄）の肺内に投与し、pooled high titer 
hu-IgG、pooled low titer hu-IgG、もしくはウサギ由来 PcrV ポリクローナル
抗体（anti-PcrV rab-IgG）を感染 1 時間前に静脈内投与し、生存率、体温経過、
肺内・血中細菌数、肺水腫、肺組織学、肺内・血中サイトカインを解析した。
なおコントロール群には生理食塩水を 1 時間前に静脈内投与した。その結果、
pooled high titer hu-IgG 投与群は、生存率・体温経過の改善を認め、肺浮腫の
改善や肺内・血中細菌数の減少、肺内・血中炎症性サイトカイン産生の改善を
認めた。 
 最後に、pooled high titer hu-IgG・pooled low titer hu-IgG の緑膿菌表面タ
ンパクに対する結合性について免疫ブロット法を用いて解析した。浸透圧ショ
ック法を用いて抽出した緑膿菌表面タンパクを SDS-PAGE にてタンパクを分
離し、渡銀染色法にて同定した。その後に PVDF 膜にタンパクを転写し免疫ブ
ロットを行った。結果として pooled high titer hu-IgG は pooled low titer 
hu-IgG と比較して PcrV に対してもっとも強く反応した。 
 本研究では、マウス緑膿菌性急性肺傷害モデルにおいて抗 PcrV 抗体価の高い
ヒト血清由来免疫グロブリンの気管内、および静脈内予防投与は生存率、肺浮
腫、炎症性サイトカイン産生などを有意に改善させた。これらの結果から抗
PcrV 抗体価の高いヒト血清、および血清から抽出された免疫グロブリンは、緑
膿菌 PcrV に対する高い結合性に由来する強い抗緑膿菌作用を持つことが証明
できた。これらのことから、高 PcrV 抗体価を誘導できるワクチンの開発や、
抗 PcrV 抗体価を持つ免疫グロブリン製剤の開発が緑膿菌感染症に対する新し
い予防・治療法に繋がることが示唆された。 
 
